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Abstract
The periodontal ligament (PDL) contains a number
of extracellular matrix (ECM) components, such as col-
lagen, proteoglycans (PG)s, elastic system fibers and
non-collagenous glycoproteins. These ECM components
are essential for tissue integrity and for the physiologi-
cal functions of the PDL. To analyze the functional re-
lationships among ECM components in the PDL, the
expression and localization of a large modular PG, ver-
sican, in human PDL fibroblasts with under-expression
of fibrillin-1, a main component of elastic system fi-
bers, by knockdown with short interfering RNA was in-
vestigated. In the suppressed fibrillin-1condition here,
the mRNA and protein expression of fibrillin-1 de-
creased to approximately 35% and 60%, compared with
a control without fibrillin-1 suppression, while the
mRNA expression of versican remained almost un-
changed. A quantitative analysis of the immunostaining
indicated that the staining intensity of fibrillin-1 de-
creased to approximately 60% under the fibrillin-1 sup-
pressed condition of fibrillin-1 mRNA, compared with
a control, while the staining intensity of the GAG-α
and GAG-β domains were almost unchanged. Also, the
immunostaining with antibodies of GAG-α and GAG-β
domains showed that a thick fibrous staining pattern
rather than thin textiform increased under the fibrillin-1
suppressed condition. These results suggest that fibrillin
-1 functions as a scaffold for the assembly of versican
molecules and act as a regulator in its distribution.
Also, the binding of both molecules in appropriate


















ブリルからなり（Greenlee et al. , 1966 ; Carmichael &
Fullmer, 1966 ; Ross & Bornstein, 1969 ; Cleary & Gibson,
1983 ; Mecham & Davis, 1994），両者の相対的比率によ
ってオキシタラン線維，エラウニン線維と弾性線維の3
タイプに分類される（Böck & Stockinger, 1984 ; Mecham
& Davis, 1994）．オキシタラン線維は歯根膜で初めて発
見され（Fullmer & Lillie, 1958），歯根膜の構成要素の一
つとして認められている（Sims,1973 ; Simmons et al. ,






1968 ; Fullmer et al., 1974）．また，オキシタラン線維は
350kDaの糖タンパクであるfibrillin‐1を主に含むミクロ
フィブリルを主成分とする（Sakai et al., 1986 ; 1991 ;
Tsuruga et al., 2002 ; Böck & Stockinger, 1984）．ヒト歯根
膜由来線維芽細胞の培養系ではfibrillin‐1が発現し，細
胞・基質層でオキシタラン線維を形成することが報告さ
れている（Tsuruga et al., 2002 ; 2007 ; 2009）．
一方，歯根膜に存在する主要なプロテオグリカンは
versicanである（Larjava et al., 1992）．このプロテオグリ
カンは，様々な機能を有したドメインが連結した大型の






殖，細胞接着（Yamagata et al., 1989 ; 1993 ; 1994 ; Ang
et al., 1999 ; Yang et al., 1999），細胞遊走（LeBaron et
al. , 1992 ; Yamagata et al. , 1993 ; Landolt et al. , 1995 ;




（Isogai et al., 2002）．FBN1遺伝子の変異は細胞外基質の
異常から結合組織を脆弱にするMarfan症候群の重症型を
もたらしうることが報告されている（Putnam et al. ,
1996）．そのため，結合組織におけるミクロフィブリ
ル，fibrillinとversicanとの関連性が特に注目されている























することが知られていることから（Yamada et al. ,



















た．まず，Opti MEM medium（99.25μl, Invitrogen）で

































GAPDHに対する primerと TaqMan probe（ exonuclease








antibody（1：100，Santa Cruz），rabbit anti-mouse versican
（GAG-α domain）polyclonal antibody（ab1032，1：100，
Millipore），rabbit anti-mouse versican（GAG-β domain）
polyclonal antibody（ab1033, 1 : 100, Millipore）］でそれ
ぞれ室温にて1時間反応させた．PBSで洗浄した後，二
次抗体としてAlexa Fluor488donkey anti-goat IgG（H+







Fibrillin‐1およびversican（GAG-α domain, GAG-β do-










human-GAPDH forward : 5’-GCGGATCCCTCTGCTCCTCCTGTTCGAC-3’
reverse : 5’-GGAATTCTGACAAAGTGGTCGTTGAGG-3’
siRNA sense : 5’-CAGUACUAGGUUGUCCAUUU-3’
anti-sense : 5’-AUGGACAACCUAGUACUUGUA-3’
scrambled order sense : 5’-UGUCUACCUUGUAACCAGUCA-3’
anti-sense : 5’-ACUAAUUACAAGGUAGACAUC-3’
human-fibrillin-1 forward : 5’-GCATCATGCGTCGAGG-3’
reverse : 5’-GGACGCTAAAAGCACGGTAA-3’
TaqMan probe : 5’-CGTCTGCTGGAGATCGCCCT-3’
human-versican forward : 5’-ACGTGCAAGAAAGGAACAGTTG-3’
reverse : 5’-TCCAAAGGTCTTGGCATTTTCTA-3’
TaqMan probe : 5’-TTGCGGCCAGCCCCCTGTT-3’
human-GAPDH forward : 5’-GCGGATCCCTCTGCTCCTCCTGTTCGAC-3’
reverse : 5’-GGAATTCTGACAAAGTGGTCGTTGAGG-3’
TaqMan probe : 5’-CTCCTCCTGTTCGACAGTCAGCCGC-3’
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図3 HPLFにおけるfibrillin‐1とversican GAG−α domain，β domainの免疫組織化学的局在
単染色ではfibrillin‐1，versican GAG−α domainおよびβ domainそれぞれの局在が確認できる（a，b，c）．また，versicanに対する二次抗体はfibrillin‐
1に対する抗体に反応していない（d−f）．Scale bars：100μm.
図4 siRNAによるfibrillin‐1mRNA発現抑制におけるfibrillin‐1とversican GAG−β domainの免疫組織化学的局在
Fibrillin‐1siRNAの導入により，細い細網状の染色パターンは消失し，一部で太い線維状の染色パターンを示している（a，d）．Versican GAG−β do-
mainも同様の傾向を示し，さらにその間にびまん性の赤色蛍光が認められる（c，f）．Scale bars：100μm.











‐1（Periodontal-ligament-associated protein-1 ; Yamada et
al., 2001 ; 2006 ; 2007）とperiostin（Horiuchi et al., 1999 ;












し（Horiuchi et al., 1999），矯正学的歯の移動に伴う歯槽
骨のリモデリングに関与していると考えられている
































ている（Zimmermann & Ruoslahti, 1989 ; Wight, 2002）．
G1domain（hyaluronate binding region；HBR）はGAGの
一種であるヒアルロン酸との結合能を有し（LeBaron et
al., 1992 ; Ang et al., 1999），細胞外空間のヒアルロン酸










合能力を介して（Zimmermann & Ruoslahti, 1989 ; Le-
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